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Resumen:
La Biología Molecular proporciona técnicas para discriminar claramente entre distintas cepas de una misma especie.
Entre las técnicas moleculares disponibles destaca la técnica de secuenciación multilocular MLST (MultiLocus Sequence Typing)
que se basa en el análisis de las secuencias parciales de una serie de genes conservados. En nuestro laboratorio hemos
aplicado esta técnica para el estudio de cepas de Oenococcus oeni y Lactobacillus plantarum. Los resultados obtenidos con la
técnica de MLST se han comparado con los resultados obtenidos con otras dos técnicas habituales para la tipificación de cepas
bacterianas, como son la ribotipia y el análisis RFLP de la región intergénica entre el 16S-23S rDNA. Los resultados demuestran
que la técnica de MLST es la que presenta una mayor discriminación entre las cepas de una misma especie.
Palabras clave: Método de tipificación; Oenococcus oeni; Lactobacillus plantarum; fermentación maloláctica;
identificación.
1. INTRODUCCIÓN
La fermentación maloláctica es una etapa impor-
tante en el proceso de vinificación. Generalmente, la fermen-
tación maloláctica se produce espontáneamente como
consecuencia del desarrollo de las bacterias lácticas después
de la fermentación alcohólica. Cuando la fermentación malo-
láctica se desarrolla espontáneamente, y debido a la diversi-
dad de cepas de bacterias lácticas presentes, tanto las
propiedades organolépticas como sanitarias del vino obtenido
son impredecibles. Con objeto de ejercer un mayor control
sobre este proceso, entre los elaboradores se está comen-
zando a imponer la práctica de la inoculación del vino con pre-
paraciones de cultivos malolácticos comerciales o bien con
bacterias malolácticas aisladas en la propia bodega. Por ello,
es de gran importancia el disponer de unos métodos que per-
mitan discriminar a nivel de cepa, puesto que muchas de las
características sensoriales y sanitarias del vino final van a de-
pender de las bacterias lácticas que han realizado este pro-
ceso. La Biología Molecular proporciona técnicas para
discriminar claramente entre distintas cepas de una misma
especie. Entre las técnicas moleculares disponibles destaca la
técnica de secuenciación multilocular MLST (MultiLocus Se-
quence Typing) que se basa en el análisis de las secuencias
parciales de una serie de genes conservados; pequeñas va-
riaciones en la secuencia de estos genes permiten diferenciar
claramente las distintas cepas de la misma especie. Es decir,
se necesitan métodos que no sólo confirmen que es Oeno-
coccus oeni la bacteria que está llevando a cabo la fermenta-
ción maloláctica, sino que además permitan conocer la cepa
(o cepas) concretas de O. oeni responsables.
La técnica de secuenciación multilocular o MLST
está basada en la secuenciación de fragmentos de varios
genes conservados o housekeeping [1]. Estos genes codifi-
can proteínas que realizan funciones básicas para el mante-
nimiento de la viabilidad celular por lo que en ellos la tasa de
mutación es muy baja, por lo que representan unos indica-
dores muy estables en el tiempo.
2. MATERIAL Y MÉTODOS
2.1. Cepas bacterianas
Se estudiaron 18 cepas de O. oeni y 16 cepas de L.
plantarum aisladas en el Instituto de Fermentaciones Indus-
triales (CSIC) o suministradas por la Colección Española de
Cultivos Tipo.
2.2. Estudio del patrón de restricción de la región
intergénica 16S-23S rDNA amplificada mediante PCR.
Los fragmentos intergénicos 16S-23S se amplifica-
ron utilizando los oligonucleótidos 16S14F y 23S1R y se cor-
taron con los enzimas de restricción: AluI, CfoI, DdeI, NdeI y
TaqI.
2.3. Ribotipia
El DNA cromosómico se cortó con el enzima de res-
tricción EcoRI. Los fragmentos obtenidos se separaron en un
gel de agarosa, y se transfirieron a una membrana mediante
la técnica de Southern. La sonda 16S rDNA se marcó con di-
goxigenina y se detectó mediante quimioluminiscencia.
2.4. Amplificación mediante PCR y secuenciación de los
fragmentos de los genes housekeeping
Los genes housekeeping utilizados para ambas es-
pecies, O. oeni y L. plantarum, codifican las siguientes pro-
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3.2. Tipificación de cepas de Lactobacillus plantarum
Los resultados obtenidos en los distintos métodos
de tipificación para cepas de L. plantarum se muestran en la
Tabla 2. Según el análisis mediante ribotipia, todas las cepas
de L. plantarum presentaron un patrón de cuatro bandas,
aunque se pudieron diferenciar cuatro patrones o ribotipos
distintos entre ellos. Respecto al análisis de la región inter-
génica 16S-23S rDNA, todas las cepas de L. plantarum pre-
sentaron un patrón idéntico en todas ellas.
Tal como muestra la Tabla 2, se definieron 14 perfiles
alélicos. Todos los perfiles se diferenciaron en varios genes,
excepto ST-5 y ST-6 que difirieron sólo en el gen gdh. Por otro
lado, todas las cepas pueden distinguirse por su única combi-
nación de alelos, excepto dos pares de cepas las cuales pre-
sentaron secuencias idénticas en todos los genes analizados.
teínas: fosfoglucomutasa (pgm), D-alanina-D-alanina ligasa
(ddl), y la subunidad B de la DNA girasa (gyrB). Para el aná-
lisis de O. oeni además se utilizó el gen que codifica la trans-
cetolasa (recP) y la enzima maloláctica (mleA) [2]. En el caso
de L. plantarum se utilizó los genes que codifica la subuni-
dad ATPasa de la fosforibosilaminoimidazol carboxilasa
(purK1), la glutamato deshidrogenasa (gdh), y la proteína re-
paradora de errores en el DNA (mutS) [3]. Fragmentos de
estos genes se amplificaron mediante PCR a partir de DNA
cromosómico de las cepas estudiadas.
2.5. Análisis de los datos
Para cada gen analizado, se compararon las se-
cuencias obtenidas en todos los aislados y a cada secuen-
cia diferente (alelo) se le asignó un número. Cada aislado
está definido por un “perfíl alélico” (“Sequence type” o ST)
obtenido a partir de la combinación de los números corres-
pondientes a los alelos en todos los genes analizados. Una
determinada y específica combinación de alelos representa
un “perfil alélico”. Los perfiles alélicos se identifican por un
número arbritario asignado por su orden de descripción.
Aquellas secuencias que se diferencian incluso en un único
nucleótido se consideran alelos distintos.
3. RESULTADOS
3.1. Tipificación de cepas de Oenococcus oeni
Los resultados obtenidos en los distintos métodos
de tipificación para cepas de O. oeni se muestran en la
Tabla 1. Según el análisis de ribotipia, todas las cepas de
O. oeni presentaron un patrón de tres bandas, aunque se
pudieron diferenciar dos patrones distintos entre ellos. Res-
pecto al análisis de la región intergénica 16S-23S rDNA,
todas las cepas de O. oeni analizadas compartieron el
mismo patrón.
La Tabla 1 resume los perfiles alélicos de las cepas
de O. oeni analizadas en este estudio. Todos los perfiles alé-
licos encontrados difirieron en varios genes, excepto los per-
files alélicos ST-11 y ST-13 que difirieron sólo en un gen. En
el caso de O. oeni, cada cepa presenta un perfil alélico dis-
tinto, por lo que todas las cepas pueden ser distinguidas una
de otra por una combinación específica de alelos.
Tabla 1. Propiedades de las cepas de O. oeni
analizadas y su perfíl alélico.
a RT, Ribotipo; bITS, RFLP-ITS tipo; cST, tipo según MLST; d ND, no hay datos disponibles
Tabla 4. Propiedades de las cepas de L. plantarum
analizadas y su perfíl alélico.
aRT, Ribotipo; bITS, RFLP-ITS tipo; cST, Tipo según MLST; d ND, no hay datos disponibles.
4. CONCLUSIONES
La aplicación de dos métodos utilizados frecuente-
mente para la tipificación de bacterias ponen de manifiesto
la necesidad de unos métodos más discriminantes para dife-
rencira entre las cepas de O. oeni y L. plantarum. Los es-
quemas de secuenciación multilocular MLST desarrollados
en este trabajo son unos métodos útiles para caracterizar pre-
cisa e inequívocamente las cepas de O. oeni y L. plantarum
puesto que presentan un grado de diversidad suficiente para
obtener una alta discriminación.
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